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研究成果の概要（和文）： 一般的にプロファージが宿主の遺伝子に挿入すると遺伝子が分断されその機能を失う。我
々は、多くの有胞子細菌において、胞子形成期母細胞で機能する遺伝子がファージ（様）因子により分断されているこ
とを見出した。これらの分断された遺伝子は、母細胞で特異的に機能的な遺伝子として再構築される。さらに、枯草菌
のSPβプロファージは、母細胞で発現するポリサッカライド合成遺伝子であるspsMに挿入されており、その欠失は、フ
ァージの溶菌サイクル時と胞子形成期に機能的なspsM遺伝子をつくる際にそれぞれ必要であることを明らかにした。こ
れらの結果は有胞子細菌の遺伝子再構築システムが一般的な機構であることを示唆している。
研究成果の概要（英文）：Integration of prophages into protein-coding sequences of the host chromosome 
generally results in loss of function of the interrupted gene. We have shown that several phage (-like) 
elements are inserted into mother cell-specific sporulation genes in many spore-forming bacteria. 
Remarkably, functional sporulation genes are reconstituted during sporulation by limiting prophage 
excision to the mother cell genome. We have also reported that an active prophage, SPβ, is inserted into 
a polysaccharide synthesis gene, spsM, which is expressed in the mother cell during sporulation in B. 
subtilis. SPβ excision can occur either during the phage lytic cycle or during sporulation to 
reconstitute a functional spsM gene. Our results suggest that this type of gene reconstitution is a 
common mechanism in spore-forming bacteria.
研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
(1)枯草菌のsigKの再構築 
 細菌に感染し、宿主ゲノムに組み込まれる
タイプのウイルスを溶原性ファージ、また宿
主上のファージ領域をプロファージと呼ぶ。
一般にこのようなファージDNAやトランスポ
ゾンなどの可動因子が宿主の遺伝子に挿入
されるとその機能を失う。しかし、可動因子
により分断された遺伝子が、それが必要なと
きに再構築されれば、問題は回避できる。こ
のような機構を持つ遺伝子として、枯草菌の
胞子形成期母細胞で働くσ因子、σKをコード
するsigKが知られている。sigK遺伝子には、
skin elementと呼ばれるファージ様因子が挿
入されているが、胞子形成期母細胞で skin 
elementが切り出され、染色体上に機能的な
sigK遺伝子が再構築される(Stragier 1989 
Science, Sato 1990)（図１）。しかし、当時
この機構は極めて特異な例として捕らえら
れ、近年、我々が解析するまで、他の遺伝子
についての報告はなされていなかった。 
(2) Bacillus weihenstephanensis KBAB4の
spoVFB遺伝子の再構築 
 我々は、この遺伝子再構築機構が有胞子細
菌のBacillus weihenstephanensis KBAB4 株
においても起こることを明らかにした。この
株の胞子の耐熱性に関与するジピコリン酸
合成酵素をコードする spoVFABオペロンの
spoVFB遺伝子は、42kbのプロファージ様因
子（vfbin）により分断されている。しかし、
胞子形成期母細胞において、部位特異的組み
換え酵素 SsrAが機能することで、再構築す
ることを明らかにした。この事例は、有胞子
細菌ではsigKに次ぎ、2例目であるが、いず
れのファージ様因子も感染能を持たず、縮退
した不完全なプロファージと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、本研究課題ではゲノムデ
ータベースより、有胞子細菌において分断さ
れている遺伝子を検索し、そのメカニズムの
詳細と普遍性を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) B. weihenstephanensis KBAB4 株 の
spoVFAB遺伝子の時期および母細胞特異的転
写制御機構の解明 
 部位特異的組換え酵素をコードする ssrA
と再構築される spoVFBの転写をノーザンブ
ロットと RT-PCRで解析する。また、それら
の遺伝子とgfp融合遺伝子を構築し、融合タ
ンパク質の蛍光局在解析を行う。 
(2) 有胞子細菌における遺伝子再構築の普
遍性 
 ゲノムデータベースより有胞子細菌にお
ける分断遺伝子の検索を網羅的に行う。また、
抽出された遺伝子のうち代表的なものにつ
いて、サザンブロット等による遺伝子再構築
の検出を行う。 
(3) 溶原性ファージによる宿主遺伝子を分
断・再構築 
 枯草菌に感染する溶原性ファージの標的
遺伝子の分断を調べ、DNAレベルでの変化を
サザンブロットおよびシークエンシングに
より明らかにする。また、当該遺伝子の発現
については、ノーザン、GFP融合遺伝子作製
によるタンパク質局在解析により明らかに
する。 
 
４．研究成果 
(1) B. weihenstephanensis KBAB4 株 の
spoVFAB遺伝子の時期および母細胞特異的転
写制御機構の解明 
 B. weihenstephanensis KBAB4株のspoVFB
再構築に関わる部位組換え酵素をコードす
るssrAおよび再構築されるspoVFBの発現時
期をノーザンブロットおよび RT-PCRにより
調べた。その結果、いずれの遺伝子も胞子形
成期後期特異的な発現が検出された。また、
ssrAは spoVFBよりも早い段階で発現してい
ることが示された。ssrAの発現時期とspoVFB
が再構築される時期が一致していることか
ら、ssrAが発現すると直ぐに、その産物であ
る部位特異的組換え酵素が生産され、遺伝子
再構築が起こるのではないかと考えられた。
さらに、ssrAおよびspoVFBとgfpとの融合
遺伝子を作製し、その産物の局在を調べた結
果、いずれの遺伝子産物も母細胞に局在して
いることが示された（図２）。母細胞は、胞
子の構築をその外側から行う細胞であり、胞
子の構築とともに消失する。従って、spoVFB
に挿入された、42kbのファージ様因子は胞子
側では保持され、垂直伝播される。 
(2) 有胞子細菌における遺伝子再構築の普
遍性 
 我々は、さらに多くの有胞子細菌の胞子形
成遺伝子がファージ様因子により分断され、
再構築する機構を有しているのではないか
と考え、ゲノムデータベースを用いて、分断
されている遺伝子を検索した。その結果、
sigK、spoVFBの他に、枯草菌において母細胞
特異的に発現することが示されている spoVR、
spoVK、cotJC、gerE、yaaH、yhbH、ytlA が
ファージ様因子によって分断されているこ
とが示された。この遺伝子介在配列の大き
さは 8.3 kbから 156 kb であり、小さいサ
イズの介在配列はプロファージが縮退した
ものと推測された。我々はこのうち、
Geobacillus thermoglucosidasius C56-YS93
の spoVRの DNA 再編成を調べ、前例と同
様に、胞子形成期母細胞において遺伝子再
構築が起こることを明らかにした。これら
の結果から、有胞子細菌においては、母細
胞特異的に機能する遺伝子にファージ様因
子が挿入し、胞子形成期母細胞で再構築す
る機構が普遍的であることが示唆された。 
 
(3) 溶原性ファージによる宿主遺伝子を分
断・再構築 
 我々は、さらに感染可能な溶原性ファージ
が遺伝子を分断し、胞子形成期に再構築する
可能性を考え、モデル細菌のひとつである枯
草菌168株に感染する溶原性ファージに着目
した。168株には、SPβファージが溶原化し
ている。また、外来性のファージとしてφ105
が 168 株を宿主として溶原化することが知
られている。我々はこのうちSPβプロファー
ジが機能未知遺伝子を分断する形で溶原化
していることを見出した。SPβプロファージ
により分断されている遺伝子は、ypqPおよび
yodUと名付けられていたが、これらを融合さ
せるとsugar-epimeraseをコードすると考え
られる遺伝子となることが示された。我々は
これをspsM(spore polysaccharide synthesis
protein M)と名付け、解析を進めることとし
た。 
 まず、SPβプロファージがマイトマイシン
C（MMC）などのDNA損傷剤で誘発させ、その
際に起こるプロファージの切り出し
（Excision）を検出した。一方、胞子形成培
地を用いて、胞子形成を誘導させ、DNA再編
成を調べたところ、胞子形成期開始3時間後
に SPβDNAの Excisionおよび染色体上での 
spsMの再構築が確認された（図３、４）。ま
た、この胞子形成期のDNA再編成は、他の例
と同じく母細胞特異的であり、SPβプロファ
ージは垂直伝播されることが分かった。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
枯草菌の spsMが SPβプロファージにより
分断され、胞子形成期に再構築されることか
ら、類縁細菌の spsMにもプロファージが挿
入されているのではないかと考えた。spsMの
分断は、枯草菌の類縁細菌である B. 
amyloliquefaciensの多くの株で見られた。
しかし、そのサイズは4.5 kb〜20kbであり、
SPβ(134kb)に比べると著しく縮小していた。
また、その領域には SPβ関連遺伝子以外の
ORFも多く存在しており、SPβが縮退したも
のと考えられた。しかしながら、このうちの
ひとつであるFZB42株の再編成を調べた結果、
MMCによるExcisionは起こらなかったが、胞
子形成期の spsM再構築能は有していた。
FZB42株はファージとしての機能は失ってい
るが、spsM再構築能を保持しているため、宿
主ゲノム上に留まることができているので
はないかと考えられた。 
 次に、枯草菌168株のSPβのDNA再編成機
構について調べた。SPβDNA上にはセリン型
の部位特異的組換え酵素をコードする遺伝
子が存在する。我々はこの遺伝子を
sprA(site-specific recombination factor  
A)と名付けた。また、この酵素は sigKに介
在するskin element上のspoIVCAとspoVFB
に介在する vfbin element上の ssrAがコー
ドする部位特異的組換え酵素と高い相同性
を持つ。spoIVCAおよびssrAともに胞子形成
期母細胞で発現する。そこで、sprAの転写を
調べてみたところ、予想外に栄養増殖期から
発現していることが明らかになった（図５）。
栄養増殖期での SPβプロファージの 
 
 
 
 
 
 
Excisionは検出されないため、他の因子が部
位特異的組換えをコントロールしているの
ではないかと考えた。B. amyloliquefaciens 
FZB42株においてもspsMの再構築が起こるこ
とから、B. amyloliquefaciensの spsM介在
配列とSPβDNAに共通して存在する遺伝子を
探索した。その結果、attL側の小さな遺伝子
yotN(58 aa)がすべてのspsMに介在する因子
の同じ位置に配置されていることが示され
た。SPβ上のこの遺伝子を破壊したところ
DNA再編成は起こらず、また、sprA発現下で
yotNを誘導すると DNA再編成が誘導された。
従って、yotNはDNA再編成をコントロールす
る因子をコードしていると考えられた。我々
はこの遺伝子を sprBと名付けた。さらに、
sprBのプロモーターについて解析した結果、
sprBはMMC添加時に誘導するプロモーターと
胞子形成期母細胞で発現するプロモーター
（PσE/K）を有していることが明らかになった
（図５）。恐らく、この因子がSPβDNAのSprA
によるIntegration機構の方向性を変化させ、
SPβDNAの宿主 DNAへの作用を変更する機能
（Integration→Excision）を持っていると
考えられた。 
 さて、SPβプロファージの Excisionによ
り宿主染色体上に再構築される spsMの機能
については、この遺伝子がSPβDNAにより分
断されていることもあり、これまで全く解析
されていなかった。我々は spsMが
sugar-epimeraseをコードしていると推定さ
れることから、胞子のポリサッカライドの形
成に関与している可能性を考えた。しかし、
枯草菌胞子のポリサッカライドに関しては
これまでほとんど報告されてこなかった。こ
れは、胞子最外層に関する研究が、電子顕微
鏡やAFMを用いたものであり、乾燥状態での
観察であるため密度の低いポリサッカライ
ド層を検出しにくいということに起因する
と考えた。そこで、枯草菌胞子を墨汁による
ネガティブ染色を行い水溶液中で位相差顕
微鏡による観察を行った。その結果、胞子最
外層を炭素粒子が侵入できない層として視
覚化することに成功した（図６）。さらに、 
この最外層を分離し、成分分析を行った結果、
ラムノースとガラクトースを主成分として
いることが明らかになった。一方、spsMおよ
び DNA再編成の起こらない sprA変異株の胞
子をこの方法で調べた結果、この最外層（ポ
リサッカライド層）が形成されていないこと
がわかった。さらに、この変異胞子は固層表
面上に吸着し易い性質を持っていた。また、
野生型の胞子は水に拡散するが、変異胞子は
拡散しない。従って、胞子ポリサッカライド
層は胞子を水流により遠方へ移動させる働
きがあることが明らかになった。 
 本研究課題の以上の解析から、有胞子細菌
の溶原性ファージが、母細胞特異的に機能す
る遺伝子を標的に溶原化し、胞子形成期にそ
の遺伝子を再構築する機構を持ち、これが多
くの有胞子細菌において「普遍的」に行われ
ていることであることが示された。また、枯
草菌SPβファージを用いた解析から、このプ
ロファージの Excisionがファージの溶菌サ
イクルと胞子形成期の遺伝子再構築に利用
されていることが明らかとなった。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 2 件） 
 
① Kimihiro Abe, Yuta Kawano, Keito Iwamoto, 
Kenji Arai, Yuki Maruyama, Patrick 
Eichenberger, Tsutomu Sato, 
Developmentally-regulated excision of the 
SPβ prophage reconstitutes a gene required 
for spore envelope maturation in Bacillus 
subtilis, PLoS Genetics 査読有, 10巻, 2014 
e1004636.             
doi: 10.1371/journal.pgen.1004636.  
② Kimihiro Abe, Akira Yoshinari, Takahiro 
Aoyagi, Yasunori Hirota, keito Iwamoto, 
Tsutomu Sato, Regulated DNA 
rearrangement during sporulation in Bacillus 
weihenstephanensis KBAB4, Molecular 
Microbiology. 査読有, 90巻, 2013 
415-427.  
 
〔学会発表〕（計 38 件） 
① 安部公博、高松拓夫、河野裕太、佐藤勉,
枯草菌 SPβファージを介した spsM遺伝
子再構築機構の解析、2015年 3月 8日、
日本ゲノム微生物学会年会、神戸大学（兵
庫県 神戸市）  
② 佐藤勉、安部公博、河野裕太、岩本敬人、
細胞分化に伴うプロファージによる遺伝
子再構築、2014年11月25日、日本分子
生物学会年会、パシフィコ横浜（神奈川
県 横浜市） 
③ 河野裕太、新井健司、中村甫、丸山祐輝、
安部公博、佐藤勉、枯草菌SPβによる遺
伝子再編成の調節機構、2014年3月29日、
日本農芸化学会、明治大学（神奈川県 川
崎市） 
④ Kimihiro Abe, Takahiro Aoyagi, 
Yasuhiro Hirota, Keito Iwamoto and 
Tsutomu Sato, Regulated DNA 
rearrangement during sporulation in 
Bacillus weihenstephanensis KBAB4, 
2013 年6 月24 日, 7th International 
Conference on Gram-Positive 
Microorganisms, Montecatini Terme, 
(Italy Tuscany) 
⑤ 安部公博、新井健司、岩本敬人、中村甫、
丸山祐輝、佐藤勉、枯草菌胞子形成期に
おけるSPβプロファージの切り出しに伴
う胞子形成関連遺伝子capDの再構築、
2013年3月8日、ゲノム微生物学会年会、
長浜バイオ大学（滋賀県 長浜市） 
 
 
 
〔その他〕（計1件） 
① 佐藤勉、ウイルスDNAによる遺伝子再構
築の発見－宿主ゲノムに潜むウイルス
DNAの働き－、2014年10月10日、 
ニュースリリース、
http://www.hosei.ac.jp/NEWS/newsrele
ase/141010.html 
 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 佐藤 勉（SATO  Tsutomu） 
  法政大学・生命科学部・教授 
 研究者番号：７０２１５８１２ 
 
(2)研究分担者 
   なし 
  
  
(3)連携研究者 
なし 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
